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RESUMEN

Pleurotus djamor y Lentinula edodes son hongos catalogados como funcionales por las
propiedades nutricionales y medicinales que presentan. A través del proceso de
hibridacién entre éstas, se han obtenido nuevas cepas (hibridos intergénero) que han
mejorado sus aspectos comerciales (desarrollo micelial, velocidad de crecimiento,
eficiencia biolégica, rendimiento). Si bien hay reportes de la mejora de los parametros
para su cultivo a nivel comercial, existen pocos estudios sobre el mejoramiento de las
actividades terapéuticas de extractos o compuestos aislados de las cepas hibridas. En el
presente estudio se evalud in vivo la actividad antiinflamatoria de los extractos hexanico
(Exto Hx) y etandlico (Exto EtOH) de la harina de cuerpos fructiferos de la cepa hibrida
PD4 x LC3 que se obtuvo por desdicariotizacion de las cepas parentales Pleurotus djamor
y Lentinula edodes. La actividad antiinflamatoria de los extractos se cuantifico,
empleando el modelo de edema auricular inducido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) en raton macho Hsd:ICR (CD-1®). Por HPLC se determinaron y
cuantificaron los &acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides presentes en los extractos.
Las dosis de 125 y 250 pg/10uL de ambos extractos de la cepa fungica hibrida
disminuyeron el edema inducido por el agente irritante TPA, alcanzandose una reduccién
del 76.50% con 125 ug/10uL de Exto Hx. El analisis por HPLC identifico la presencia de
algunos acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides a los que en la literatura se les ha
atribuido actividad bioldgica, destacando la antiinflamatoria. Este es el primer reporte
sobre la actividad antiinflamatoria in vivo de la cepa fangica hibrida PD4 x LCs; actividad
que puede atribuirse a la sinergia de los compuestos fendlicos y terpenoides presentes

en el extracto.
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l. INTRODUCCION

La inflamacion es una respuesta fisioldgica innata a lesiones tisulares o estimulos nocivos
tales como los patdgenos, infecciones, la irradiacion de luz UV, entre otros (Elsayed et
al., 2014; Joseph, Edirisinghe & Burton-Freeman, 2016), se caracteriza por la presencia
de sintomas fisicos como fiebre, dolor o hinchazoén, ocasionados por cambios en la
vasodilatacion o aumento en la permeabilidad (Bellik et al., 2012; Murphy, 2012). De
manera general, el proceso inflamatorio se puede dividir en cuatro etapas: iniciacion,

ampliacion, destruccion y finalizacion (Murphy, 2012).

La inflamacién se clasifica en dos tipos, aguda y crénica. La primera se caracteriza por la
exudacion de proteinas plasméaticas y acumulacion de leucocitos, mientras que la cronica,
presenta infiltracion de células monocelulares, destruccion tisular y lesion histica
provocada por la prolongacién de la respuesta inflamatoria (Mitchell, 2013; Murphy,
2012).

Existen evidencias que relacionan la inflamacion con el estrés oxidativo, esto por el papel
gue juegan los radicales libres en diversos procesos bioldgicos. Mediadores inflamatorios
liberados por monocitos activados y leucocitos polimorfonucleares (PMN), asi como la
activacion del acido araquidénico son fuentes enddgenas de radicales libres durante el

proceso inflamatorio (de la Pefia & Redondo, 1997; Mariaca, Zapata & Uribe, 2016).

Los farmacos antiinflamatorios buscan inhibir los efectos provocados por la inflamacion
(Divins, 2014), estos se clasifican en farmacos antiinflamatorios esteroideos
(glucocorticoides) y no esteroideos (AINE’s). Ademas de Ilas propiedades
antiinflamatorias, que muestran los farmacos antiinflamatorios, se ha sefialado que los
AINE’s contribuyen en la reduccion de eventos relacionados con enfermedades
coronarias (de Gaetano & Collaborative Group of the Primary Prevention Project, 2001),
mientras que los glucocorticoides forman parte del tratamiento inmunosupresor para
evitar el rechazo en trasplante de érganos (Plaza-Pérez, 1983). No obstante, este tipo de
farmacos van a presentar multiples efectos adversos, entre los que se encuentran la
retencion de liquidos, osteoporosis, afecciones gastroduodenales, entre otros

(Sebastian-Domingo, 2002; Gutiérrez-Restrepo, 2021).
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Por lo cual, diferentes grupos de investigacion han centrado sus esfuerzos en la
busqueda de nuevos compuestos con potencial antiinflamatorio y con la posibilidad de
menos efectos adversos, aislando sustancias contenidas en plantas y hongos que de
manera empirica diferentes comunidades les atribuyen propiedades antiinflamatorias. En
nuestro pais se producen hongos catalogados como alimentos funcionales por las
propiedades nutricionales y efectos medicinales que presentan, como los géneros

Pleurotus y Lentinula (Juarez-Pacheco, 2013; Rivera, Albarracin & Lares, 2017).

Se ha reportado que Pleurotus djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn, contiene altos niveles de
carbohidratos (32.7 - 48.3 g), de proteina cruda (20.7- 28 g) y baja cantidad de grasas
(0.11 - 2.09 g) (Salmones, 2017). La medicina tradicional oriental ha atribuido a este
hongo propiedades como la relajacion de musculos, tendones y articulaciones (Hifas da
terra, b). Lo anterior, ha derivado en investigaciones experimentales enfocadas al estudio
de sus propiedades biologicas, como lo la antibacteriana (Das et al., 2017), antifungica

(Acharya & Saha, 2011) y antioxidante (Guzman, 2009), entre otras.

Por otro lado, se ha sefialado que entre las propiedades nutricionales reportadas para
Lentinula edodes (Berk.) Pegler, se encuentran la cantidad de proteina en hongo entero
(22.8 g) (Bisen et al., 2010), sus bajos niveles de grasas (0.49 g por 100 g de hongo) y
su alto contenido de vitaminas y minerales, entre los que se encuentran la tiamina (B1),
riboflavina (B2), niacina (B3), y vitamina D (CONICET, 2009; USDA, 2019). Dentro de la
medicina tradicional oriental, es considerado un alimento que potencializa el Jing-Qi, es
decir la energia vital, asi como el sistema Xie-Qi (resistencia a patdgenos) (Hifas da Terra,
a). Entre las propiedades biolégicas reportadas de L. edodes destacan su capacidad
antioxidante (Khaund & Joshi, 2016) y su efecto antiinflamatorio (Campuzano & Carpio,
2020).

A nivel mundial, tanto el género Pleurotus como L. edodes, son dos de los tres hongos
con mayor produccion (27% y 17% respectivamente), tan solo después del género
Agaricus (30%) (Royse, 2014). En México la produccién anual del género Pleurotus en el
afio 2005 fue de 2190 toneladas, lo que representa aproximadamente el 4.62% de la
produccion comercial (Martinez-Carrera et al., 2006; Mora & Martinez-Carrera, 2007),
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mientras que la produccion de L. edodes en el 2002 fue de 3.45%, donde México fue el

segundo productor solo después de Brasil (Gutiérrez-Saldafia, 2005).

El sector comercial ha buscado mejorar, a través de la hibridacion, algunos pardmetros
de productividad como incrementar la eficiencia biolégica o bien disminuir los tiempos de
cultivo de los hongos. La hibridacibn es un mecanismo por el cual, caracteristicas
genéticas deseables presentes en cepas parentales se combinan con el fin de obtener
cepas hibridas (Sonnenberg et al., 2005). Uno de los mecanismos para la obtencion de
cepas hibridas es la desdicariotizacion. Durante este proceso, se separan de manera
artificial, los dos componentes (monocariotes o neohaplontes) que constituyen la célula
fungica parental. Posteriormente, se aparean los neohaplontes resultantes de dos cepas
parentales diferentes para asi obtener una cepa hibrida (intergénero o interespecie).

Si bien hay evidencia sobre la mejora que las cepas hibridas presentan sobre algunos
sus atributos o propiedades de interés comercial (Ramirez-Carrillo, 2011; Valenzuela-
Cobos, 2018), hasta el momento de la revision, pocos son los estudios que han evaluado
las propiedades biolégicas de las cepas hibridas. Entre estos trabajos destacan el estudio
de la actividad antibacteriana de cepas parentales e hibridas del género Pleurotus
(Valencia del Toro et al., 2012) y la determinacion de la capacidad antioxidante de cepas
silvestres de P. djamor var. roseus y P. djamor var. djamor, asi como sus cuatro hibridas

y dos cepas reconstituidas (Oropeza-Guerrero, 2017).

Con base en lo anterior, y con la finalidad de profundizar en el estudio de la actividad
bioloégica de cepas hibridas, el objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad
antiinflamatoria de los extractos hexanico y etandlico de la cepa hibrida PD4 x LC3, en un

modelo murino de inflamacién aguda.
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Il MARCO TEORICO

I.1. Inflamacioén

La inflamacion es la respuesta fisioldgica innata a lesiones tisulares o estimulos nocivos
de origen biologico, quimico o fisico. Dentro de los estimulos de origen bioldgico se
encuentran las bacterias, hongos y patégenos. Productos industriales o alimenticios, asi
como los medicamentos son ejemplos de estimulos nocivos de origen quimico. Por
altimo, los estimulos fisicos abarcan procesos como las cirugias, traumatismos ola
irradiacion de luz UV (Elsayed et al., 2014; Joseph, Edirisinghe & Burton-Freeman, 2016;
Vega-Robledo, 2008).

La funcion principal de la inflamacion es eliminar los agentes lesivos y los componentes
histicos dafiados. Dicho proceso se caracteriza por la presencia de sintomas fisicos como
rubor, fiebre, dolor e hinchazén, ocasionados por cambios en la vasodilatacion o aumento

en la permeabilidad capilar (Bellik et al., 2012; Murphy, 2012).

[I.1.1. Etapas del proceso inflamatorio

A continuacion, se describen las cuatro etapas del proceso inflamatorio sefialadas en
Murphy (2012): iniciacidn, ampliacién, destruccion y finalizacién (Figura 1).
En lainiciacion, se activan mediadores solubles y células inflamatorias que se dirigen al

area de la lesion, también se liberan moléculas que van a alterar la permeabilidad.

La ampliacién, dependera de la extension de la lesién y activacion de citocinas,

adicionalmente se reclutaran leucocitos y macréfagos.

En la etapa de destruccién, se eliminan los materiales extrafios con la finalidad de
controlar la respuesta inflamatoria, esto ocurre mediante procesos como la fagocitosis o

la digestion enzimatica.

Por altimo, en la etapa de finalizacién los mecanismos antiinflamatorios van a limitar el

dafio histico y permitir la recuperacion.
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Iniciacién

v
Destruccion

<

Finalizacién

Figura 1. Etapas del proceso inflamatorio. Modificado de AlphaChem, 2022.

I1.1.2. Clasificacion de la inflamacién

La inflamacion se puede clasificar en dos tipos, aguda y crénica (Cuadro 1). La
inflamacion aguda se caracteriza por la exudacidn de proteinas plasmaticas y
acumulacion de leucocitos polimorfonucleares (PMN). Este tipo de inflamacion presenta
dos componentes principales, los cambios vasculares (vasodilatacion y aumento en la
permeabilidad vascular) y acontecimientos celulares como el reclutamiento de leucocitos.
Por otro parte, la inflamacién crénica, presentar infiltracion de células monocelulares,
destruccion tisular y lesion histica provocado por la prolongacion de la respuesta
inflamatoria (Mitchell, 2013; Murphy, 2012).
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Cuadro 1. Principales caracteristicas de la inflamacion aguda y crénica. Mitchell, 2013.

Aguda Cronica
Duracion Minutos a horas Dias
Infiltrado celular Neutréfilos Macrofagos y linfocitos
Lesidn tisular Autolimitada Progresiva

Infecciones persistentes,

Infecciones, traumatismos, enfermedades por
Estimulos necrosis tisular, reacciones hipersensibilidad, exposicién
inmunitarias prolongada a agentes con

potencial toxico

[1.1.3. Mecanismo fisiolégico de la inflamacion

Ante lesiones o estimulos nocivos implicados en el proceso inflamatorio agudo, en

nuestro organismo se desencadenan respuestas a nivel vascular y celular (Figura 2).

La respuesta a nivel vascular se caracteriza por un aumento tanto en el flujo sanguineo
como en la permeabilidad vascular. Esta fase comienza con vasoconstriccion temporal
(estrechamiento de vasos sanguineos), posteriormente por accion de mediadores como
el 6xido nitrico y la histamina, se produce vasodilatacion arteriolar, la cual permite el
aumento en el flujo de sangre y que el lecho capilar se extienda. El aumento de la
permeabilidad vascular ocasiona un desplazamiento de liquido rico en proteinas, la
acumulacion de este liquido provoca el edema, de igual manera este proceso permite
gue las proteinas plasmaticas y leucocitos accedan a los focos de infeccién (Mitchell,
2013).

La fase celular comienza con el reclutamiento de leucocitos (PMN), inicia con la
marginacion y rodamiento, donde células como eritrocitos y leucocitos son arrastrados
por el flujo laminar contra la pared celular; al tener un mayor tamafio los leucocitos se
acumulan en la periferia e interactian con las células endoteliales (marginacion), en caso
de ser activadas las células endoteliales (por accion de citocinas u otros mediadores), se

van a expresar moléculas de adhesion, las cuales se unen y separan, lo que ocasiona su
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rodamiento en la superficie endotelial. Posteriormente se desarrolla el siguiente paso, la
adhesion firme al endotelio, en donde las integrinas interactian con los ligandos de
células endoteliales, dando lugar a la separacion de células endoteliales, la extension de
sus seuddpodos y que éstas transmigren por la pared vascular. Esta migracion es medida
por quimiocinas (citocinas quimiotacticas secretadas por moléculas en los focos de
inflamacion), permitiendo el desplazamiento de leucocitos hacia los lugares de la lesion,

proceso conocido como quimiotaxis (Merkle, 2011; Mitchell, 2013).

Una vez reclutados hacia el foco de infeccion, los leucocitos deben ser activados con la
finalidad de desarrollar funciones como la fagocitosis, la destruccion y degradacion de
particulas previamente fagocitadas, la secrecion de sustancias microbicidas y la
produccion de mediadores como los metabolitos del acido araquiddnico y citocinas
(Mitchell, 2013).

| Lesién tisular o estimulo nocivo

v

Eliminarlos componentes histicos
Proceso inflamatorio > Objetivo ————> danados y agentes lesivos permitiendo
la recuperacién de los tejidos

Vasaodilatacion
— Vascular {
Aumento en la permeabilidad vascular

v Marginaciony rodamiento

Respuesta l— \lf

Adhesion firme al endotelio
Reclutamiento
de leucocitos : ‘l’
Transmigracion
— Celul imiotaxi
elular _ Quimiotaxis

Activacion
leucocitaria

Figura 2. Mecanismo fisiologico de la inflamacién. Modificado de Merkle, 2011; Mitchell, 2013.
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I1.1.4 Mediadores inflamatorios

Los mediadores son sustancias quimicas inducidas ante la presencia de estimulos
inflamatorios. Se dividen de acuerdo con el lugar en donde se originan. Los mediadores
derivados del plasma actian como precursores inactivos y son sintetizados en el higado,
mientras que los mediadores celulares se producen por células en el foco de la infeccion
(Merkle, 2011; Ruibal-Leon et al., 2004).

[1.1.4.1 Mediadores derivados del plasma

Sistema de complemento

Este sistema genera compuestos (C1-C9) que al activarse (mediante protedlisis)
contribuyen en la respuesta inflamatoria, C3a y C5a aumentan la permeabilidad vascular
e inducen la vasodilatacién y C5a activa la via de la lipooxigenasa, ademas de ser un
factor quimiotactico de neutrofilos, monocitos y basofilos (Murphy, 2012; Echeverry,
1992).

Sistema de cininas

Las cininas son péptidos vasoactivos derivados de proteinas plasmaticas especificas
conocidas como cininégenos (Toledo, 2014). La activacion de este sistema finaliza con
la produccion de bradicinina, la cual provoca aumento en la permeabilidad vascular y
dilatacion arteriolar (Murphy, 2012).

Sistema de coagulacion

Entre las funciones del sistema de coagulacién se encuentran inducir la actividad de la
trombinay la formacién de fibrina (Toledo, 2014). La trombina contribuye en la inflamacion
al unirse a receptores activados por proteasas, esta union fomenta la adhesién de
leucocitos (Mitchell, 2013).

11.1.4.2 Mediadores celulares

Aminas vasoactivas
Durante el proceso inflamatorio, entre los primeros mediadores inflamatorios liberados
son la histamina y serotonina, aminas vasoactivas que se almacenan como moléculas

preformadas en los mastocitos. La histamina induce la contraccion del endotelio venular
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ocasionando dilatacion de las arteriolas y un aumento en la permeabilidad vascular
(Merkle, 2011). Por otro lado, la serotonina va a inducir la vasoconstriccion en la

coagulacion (Mitchell, 2013).

Metabolitos del &cido araquiddnico (AA)

El acido araquidonico es un &cido graso tetrainsaturado sintetizado a partir del acido
linoleico. Los metabolitos de este compuesto se van a denominar eicosanoides (20
carbonos), entre los cuales se encuentran las prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos
y lipoxinas (Figura 3) (Cantu et al., 2017). Entre las prostaglandinas involucradas en el
proceso inflamatorio se encuentran PGE2 la cual produce vasodilatacion, inhibe la
agregacion plaquetaria y puede desencadenar fiebre e hipersensibilidad al dolor; PGD2
la cual potencializa la formacién del edema (Hwang et al., 2013; Mitchell, 2013). El
tromboxano A2 participan en la agregacion plaquetaria, regulando la coagulaciéon
sanguinea, de igual manera esta involucrado en procesos de adhesion (Cantu et al.,
2017). Los leucotrienos (LTs) son producidos a partir de la 5-lipooxigenasa, éstos
afectan en la extravasacion y quimiotaxis de neutrofilos, eosindfilos y monocitos (LTB4)
ademas de causar broncoconstriccion (estrechamiento de las vias aéreas) y un amento
en la permeabilidad vascular. Por altimo, las lipoxinas son mediadores antiinflamatorios

que van a inhibir la quimiotaxis en neutréfilos y su adhesion al endotelio (Merkle, 2011).
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Acido araquidénico

Ciclooxigenasa — 5-lipooxigenasa
| Prostaglandina G, (PGG,) | | 5HPETE | Quimiotaxia

|
| Prostaglandina H, (PGH,) | Leucotrieno A,

Vasodilatacion y Prostagland ) Broncoespasmos
agregacion ros aglan ina LgucgtnenEos CrET e
plaquetaria 2 4 D4y s permeabilidad

vascular

Vasoconstriccion }— Tromboxano 12-lipooxigenasa

TXA, P ¢g
Agrr:‘nir:giﬁ;‘a'g PGD, Lipoxina A, Inhibicion de
P PGE, Lipoxina B, inflamacién
vascular

Figura 3. Metabolitos del &cido araquiddnico y sus principales funciones en el proceso inflamatorio.
Modificado de Mitchell, 2013.

Citocinas

Las citocinas son mediadores proteicos producidos por diferentes tipos celulares que
actian como reguladores de la respuesta inflamatoria. De manera general las citocinas
van a activar el endotelio vascular lo cual induce la sintesis de moléculas de adhesion,
factores de crecimiento, y otras citocinas (Claramunt, 2011). Entre las principales
citocinas proinflamatorias se encuentran el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el cual
induce el crecimiento y la agregaciéon de neutréfilos y la interleucina 1 (IL-1) que va a
activar los fibroblastos tisulares (Merkle, 2011). Algunas citocinas como el factor de
crecimiento transformador-beta (TGF-B) y las interleucinas 3, 4 y 10 (IL-3, IL-4 e IL-10)
actian como inhibidoras en el proceso inflamatorio. TGF-B reduce la produccion de IL-2,
TNF-a e IFN- y (Letterio & Roberts, 1997). Por otro lado, IL-10 inhibe citocinas como TNF,
IL-1 e IL-6 lo cual estimula la produccion enddégena de citocinas antiinflamatorias (Barros
de Oliveira et al., 2011).

Quimiocinas
Son mediadores secretados por células endoteliales activadas y por otros tipos celulares

en respuesta al dafo tisular o estimulos como los lipopolisacéaridos (LPS) o citocinas
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proinflamatorias como IL-6 y TNF-a. Las quimiocinas son encargadas de direccionar el

movimiento de los leucocitos circulares hacia el sitio de la inflamacion (Lezama, 2006).

11.1.4.3 Otros mediadores. Radicales libres

Un radical libre se define como un a&tomo, molécula o sustancia con uno o mas electrones
desapareados en su ultimo orbital (Corrales & Araiza, 2012). Los radicales se generan a
partir de una reaccién en cadena (Figura 4), que consta de tres fases, la primera es la
iniciacion, donde un radical logra obtener el electron faltante, provocando que la molécula
gue dond su electron se convierta en un radical libre. Durante la fase de propagacion, el
proceso se va a repetir con cada radical que obtiene su electron, por dltimo, en la de
finalizacién se forman especies neutras o productos no radicales (Avello & Suwalski,
2006).

. L]

RH » R+ H

Iniciacion
ROOH » RO+ OH
R™ + 02 » ROO

Propagacion
ROO" + RH » ROOH + R
2 ROO »

. . Productos no s

ROO + R > adicales Terminacion
2R >

Figura 4. Fases de la reaccion en cadena. Modificado de Zeb, 2020.

Durante la respuesta inflamatoria se van a liberar radicales libres que van a actuar como
mediadores de la inflamacién. El 6xido nitrico es un radical libre que en concentraciones
bajas favorece la vasodilatacion y el reclutamiento de leucocitos, mientras que en
concentraciones altas va a disminuir la capacidad de adhesion celular, ademas de inducir

apoptosis de células inflamatorias (Ross et al., 2001). Otro de los radicales libres
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implicados en el proceso inflamatorio es el anion superéxido, cuyo exceso provoca un

aumento en la permeabilidad vascular (Pinho-Ribeiro et al., 2015).

[1.2. Farmacos antiinflamatorios. Mecanismo de accién
I1.2.1 Farmacos antiinflamatorios esteroideos

También conocidos como glucocorticoides (GC), a nivel microscépico van a reducir el
edema, aumentar los neutrdfilos circulantes e inhibir la liberacion del acido araquidénico,

disminuyendo la sintesis de prostaglandinas (Mejias-Delamano, 2010) (Figura 5).

[1.2.2 Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s)

Son medicamentos con una estructura quimica heterogénea, cuyo objetivo es inhibir la
enzima ciclooxigenasa (COX), provocando la oxidacion del acido araquidonico,

impidiendo la produccion de prostaglandinas (Malgor, 2013) (Figura 5).

Lesion tisular o estimulo nocivo

Farmacos Fosfolipidos de la membrana celular
antiinflamatorios
esteroideos ~-~*_
"> Fosfolipasas
Acido araquidénico
I
Farmacos ! !
antiinflamatorios NO -----X_---__. Ciclooxigenasa 5-lipooxigenasa
esteroideos L

‘ Prostaglandinas |

Figura 5. Cascada del acido araquidonico, sitios en donde actuan los farmacos antiinflamatorios. Adaptado
de Mitchell, 2013.

[1.2.3 Ventajas del uso de farmacos antiinflamatorios

Ademas de las propiedades antiinflamatorias y analgésicas, algunos de ellos son
antipiréticos y se ha sefialado que muestran importantes efectos positivos para la salud

como la proteccion cardiovascular. Bajas dosis de aspirina, contribuyen en la reduccion
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de eventos relacionados con enfermedades coronarias (de Gaetano & Collaborative
Group of the Primary Prevention Project, 2001; Hansson et al., 1998; Steering Committee
of the Physicians Health Study Research Group, 1989; The Medical Research Council’s
General Research Framework, 1998), y disminuyen el riesgo de presentar enfermedad
cerebrovascular isquémica, un padecimiento que tiene una incidencia mayor en mujeres
(Ridker et al., 1998). Por su parte, los glucocorticoides forman parte del tratamiento
inmunosupresor utilizado para evitar el rechazo en trasplantes de 6rganos (Plaza-Pérez,
1983).

I1.2.4 Efectos adversos de los farmacos antiinflamatorios

Como se mencion6 anteriormente, este tipo de farmacos van a presentar multiples
efectos benéficos para la salud, no obstante, el consumo de los mismos puede provocar
distintos efectos adversos.

Se ha sefalado que el consumo prolongado de GC puede aumentar el riesgo de
presentar diferentes afecciones entre las que se encuentran la retencion de liquidos,
hipertension arterial, hiperglicemia, sindrome de Cushing, retraso en el crecimiento de
nifos, diabetes mellitus tipo 2, obesidad u osteoporosis (Gutiérrez-Restrepo, 2021; Mayo
Clinic, 2020; Mufoz-Bellido, 2021). En el caso de la diabetes, los GC van a disminuir la
secrecion de insulina, con lo cual se inhibe la sintesis de glucdégeno, provocando un
aumento en los niveles de glucosa en plasma (Fardet & Feve, 2014). De igual manera,
se ha indicado que el uso de GC es la causa mas comun de osteoporosis secundaria, ya
gue disminuyen la absorcion de calcio intestinal e inducen una perdida rapida de masa

O0sea (Gutiérrez-Restrepo, 2021).

Por otro lado, entre los efectos adversos de los AINE’'s destacan afecciones
gastroduodenales como el sangrado de tubo digestivo y Ulcera péptica, asi como
insuficiencia renal, entre otras (Sebastian-Domingo, 2002; Pérez, Lépez & Grau, 2002).
Se ha planteado que la inhibicion de COX-1 podria ser la responsable de las afecciones
tipicas por el consumo de los AINE’s y que la inhibicion de la enzima COX-2 podria
producir alteraciones en la funcion renal (NUfiez-Camara, Ventura-Lépez & Martinez-
Escudero, 2001).
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[I.3 Busqueda de nuevos farmacos antiinflamatorios

Diversos grupos de investigacion han enfocado sus esfuerzos en la busqueda de nuevos
compuestos con potencial antiinflamatorio y con la posibilidad de menos efectos
adversos, aislando sustancias contenidas en plantas y hongos a los que, de forma

empirica, las comunidades les han atribuido esta propiedad.

En nuestro pais se producen hongos que son catalogados como alimentos funcionales
por su alto valor nutricional y por los efectos medicinales que presentan, tal es el caso de
los géneros Pleurotus y Lentinula (Juarez-Pacheco, 2013; Rivera, Albarracin & Lares,
2017).

11.3.1 Pleurotus djamor

Es un hongo saprofito que se desarrolla en los tropicos, en el continente americano se
distribuye en Argentina, Brasil, Colombia, Cuba, Venezuela y México (Salmones, 2017),
Dentro del territorio mexicano se ha registrado su presencia en los estados de Jalisco,

Veracruz, Morelos, Yucatan y Zacatecas (Gutiérrez, 2012).

Presenta un tamafio de 2 a 6 cm, su cuerpo fructifero consiste en un estipite corto,
excéntrico o lateral con la tonalidad del pileo, un pileo o sombrero con forma redonda que
al ensancharse se vuelve menos convexo y aplanado y ldminas con crecimiento en forma
de abanico (Guzman, 2003) (Figura 6).

Laminas

Estipite

Figura 6. Morfologia de Pleurotus djamor. Salmones, 2017.
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En la medicina tradicional oriental, especies del género Pleurotus se han utilizado para la
relajacion de musculos, tendones y articulaciones, asi como para aumentar la funcién
renal entre otras (Hifas da Terra a). En P. djamor se han reportado compuestos bioactivos
con propiedades anticancerigena, inmunomuladora, antibiética (antimicrobianas,
antiviral, antifangica), antiparasitaria, antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética,
antilipidémica y hepaprotectora (Salmones, 2017). Los extractos metandlicos de los
cuerpos fructiferos de Pleurotus pulmonarius y Pleurotus florida disminuyeron el edema
plantar inducido en ratones y mejoraron la inflamacion aguda y cronica, respectivamente
(José et al., 2002 y 2004 citados en Gregori et al., 2007).

[1.3.2 Lentinula edodes

De manera silvestre, se distribuye en China, Japén, Corea, Tailandia, Nepal, Borneo,
Filipinas y Nueva Guinea (Mata, Gaitan-Hernandez & Salmones, 2020).

Lentinula edodes presenta un sombrero de 5 a 25 cm de didmetro con una tonalidad café
en el centro oscuro y palido en las orillas, en su etapa de madurez y tiene forma aplanada.
Su estipite es de color café rojizo a café blanquecino, excéntrico, pero a veces central
(Singer & Harris, 1987) (Figura 7).

Himenio

Estipite

~ e
AL -

Figura 7. Morfologia de Lentinula edodes. Mata, Gaitan-Hernéndez & Salmones, 2020.

Este hongo, ha sido empleado en la medicina tradicional por ser considerado un alimento

que activa la sangre, y potencializa el Jing-Qi (energia vital) y el sistema Xie-Qi

16
Evelyn Alejandra Bautista Diaz



Actividad antiinflamatoria de cuerpos fructiferos de la cepa hibrida PD4 x LC3

(resistencia a patogenos), ademas de ser utilizado en el tratamiento de enfermedades
provocadas por un exceso de frio, dolor estomacal o cefaleas (Hifas da terra b; Marnys,
2020). Kim & Song (2014) sefialaron que en Corea se usa para atender dolencias como

la artritis, el cancer, el refriado comun y los trastornos gastroentéricos.

I1.5 Hibridacion

Con la finalidad de aumentar aspectos de interés comercial y el valor nutricional de
hongos comestibles, industrias como la alimentaria han optado por impulsar estrategias
como los programas de mejoramiento genético, los cuales se basan en la recombinacién

genética mediante entrecruzamientos (Guadarrama-Mendoza, 2013).

La hibridacion es uno de los mecanismos por el cual, caracteristicas genéticas deseables
presentes en cepas parentales se combinan con el fin de obtener cepas hibridas, las
cuales probablemente tendran dichas caracteristicas (Sonnenberg et al., 2005), para tal
fin es importante conocer caracteristicas relacionadas con el ciclo de vida, los
requerimientos ambientales y nutricionales y la caracterizacion fenotipica de las cepas
fungicas (Chang & Miles, 2004).

[1.5.1 Obtencién de cepas hibridas

Para la obtencion de las cepas hibridas existen diferentes métodos para la obtencién de
material genético, entre los que se encuentran la recuperacion y aislamiento de progenie

meidtica y la desdicariotizacion quimica.

De manera general, la recuperacion y aislamiento de progenie meiotica consiste en la
recoleccion y aislamiento de esporas producidas por las cepas parentales de interés, para
posteriormente aparearlas con la finalidad de identificar los tipos de compatibilidad y
realizar entrecruzamientos compatibles, obteniendo asi cepas hibridas (Guadarrama-
Mendoza, 2013). Una de las mayores desventajas que tiene esta técnica es el poco
control de las caracteristicas en las cepas hibridas, por lo que algunos hibridos no
presenten mejoras respectos a sus parentales (Gaitan-Hernandez, 2000; Salmones,
2004).
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[1.5.1.1 Desdicariotizacion quimica

Para la obtencion de cepas hibridas mediante este proceso (Figura 8), es necesaria la
desdicariotizacion de la cepa parental; es decir, separar de manera artificial los dos
monocariontes también llamados neohaplontes, que constituyen la cepa parental,
empleando sustancias quimicas como el taurocolato de sodio, el &cido cdlico o soluciones
de peptona con glucosa. Posteriormente, se aparean los neohaplontes resultantes de dos
cepas parentales diferentes, las cepas hibridas resultantes podrian ser intergénero es
decir diferentes géneros o interespecies, las cuales resultan de la combinacién de dos

cepas del mismo género (Miles & Raper, 1956; Ramirez-Carrillo, 2011).

La reduccién del tiempo empleado para la obtencion de genotipos presentes en las cepas
parentales de interés es una de las mayores ventajas que presenta este método.
Adicionalmente, la composicion genética de los neohaplontes va a permitir que se
expresen caracteristicas genéticas deseables de las cepas parentales en las cepas
hibridas (Ramirez-Carrillo, 2011; Valenzuela-Cobos, 2018).

En la Figura 9, podemos observar un ejemplo de una cepa hibrida y las cepas parentales

de la misma.

Cepa parental A nA - mA

Dedicariotizacion Aparearlos
nyAxn;B
n,B n;B

Cepa parental B Cepa hibrida

Neohaplontes
resultantes

Figura 8. Obtencién de cepas hibridas mediante desdicariotizacion quimica. Adaptado
de Oropeza-Guerrero, 2017.
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Figura 9. Fructificaciones de las cepas parentales Pleurotus djamor (A), Lentinula edodes (B) y su cepa
hibrida PD4 x LC3 (C). Valenzuela-Cobos, 2018.
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[I. ANTECEDENTES

1.1 Los hongos como alternativa de farmacos antiinflamatorios

En diferentes civilizaciones, los hongos ademas de representar una importante fuente de
alimento por sus altos niveles de proteinas, nutrientes y vitaminas contienen una amplia
gama de metabolitos secundarios, los cuales les brindan multiples propiedades biologicas
(Gonzalez-Morales, Ribas-Aparicio & Burrola-Aguilar, 2022). Existen evidencias que

sefialan el potencial antiinflamatorio que diferentes hongos presentan.

En 1991 Stavinoha et al. evaluaron las propiedades antiinflamatorias de los extractos
acuoso y de acetato de etilo de los cuerpos fructiferos de Ganoderma lucidum, siendo
este Ultimo extracto el mas efectivo como un agente antiinflamatorio. Posteriormente, del
extracto de acetato de etilo aislaron un compuesto activo con actividad antiinflamatoria
similar a la hidrocortisona, sin los efectos adversos que el consumo de este farmaco

antiinflamatorio puede presentar.

Wen et al. (2011), evaluaron el efecto antiinflamatorio del extracto metandlico de Antrodia
cinnamomea en un modelo in vivo de edema plantar inducido por carragenina y en uno
in vitro en células RAW 264.7 estimuladas por lipopolisacaridos (LPS). Los autores
reportaron que el extracto de A. cinnamomea inhibi6 a TNF-a e IL-6 (citoquinas
proinflamatorias) y otros mediadores como el NO y PGE2, ademas de disminuir el edema

de forma dosis dependiente.

Estudios han sefalado que algunas especies del género Pleurotus muestran actividad
antiinflamatoria, por ejemplo, Jose et al. (2004) evaluaron esta propiedad en el extracto
metandlico de P. florida en el modelo de edema plantar inducido por carragenina y
formalina. Sefalaron que el extracto metandlico en concentraciones de 500 y 1000 mg/kg
inhibio la inflamacion aguda inducida por carragenina y la inflamacion cronica inducida
por formalina, ademas indicaron que el efecto que presento el extracto (42% de inhibicion
en el modelo de inflamacién crénica) fue comparable con el del farmaco antiinflamatorio,

diclofenaco (41 % de inhibicién).
Otro ejemplo del potencial antiinflamatorio del género Pleurotus es el estudio realizado
por Adebayo et al. en el 2012, en el que sefialaron que el polisacarido LAU 09 de P.
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pulmonaris, mostré6 un mayor porcentaje de inhibicion del edema plantar inducido por
carragenina (83.33%) respecto a su farmaco de referencia, diclofenaco (33.33%). De
igual manera, el edema plantar inducido por formalina presento mejor respuesta
antiinflamatoria, al inhibir un 92.37% el edema, mientras que el diclofenaco solo inhibié
un 84.73%.

[11.2 Pleurotus djamor y Lentinula edodes. Estudios experimentales

A lo largo de los afos diferentes investigaciones realizadas con Pleurotus djamor y
Lentinula edodes han demostrado que estos hongos son fuente de metabolitos
secundarios con potencial actividad bioldgica. A continuacion, se presentan los estudios
mas relevantes en los que se han evaluado las propiedades antioxidantes y

antiinflamatorias de extractos obtenidos a partir de diferentes partes de los hongos.

Guzman et al. en el 2009, evaluaron la capacidad antioxidante del extracto etandlico de
cuerpos fructiferos de P. djamor, mediante los métodos de DPPH y ABTS. Los resultados
de esta investigacion arrojaron que el extracto de P. djamor mostraba potencial actividad
antioxidante, esto de acuerdo con los datos de ICso obtenidos por los ensayos con DPPH
(115 pg/mL) y ABTS (29.37 pg/mL).

En ese mismo afio (2009), Avila-Castafieda determin6 la capacidad antioxidante de los
extractos crudo metandlico, hexanico, cloroférmico y acetato de etilo, de cuerpos
fructiferos de L. edodes mediante el método de DPPH. La autora indicé que el extracto
crudo presentaba la mayor capacidad de eliminacion de radicales libres en
concentraciones de 0.25 y 2 mg/mL (41.1-92.9%). Mediante la caracterizacion de los
componentes presentes en el extracto crudo, la actividad antioxidante se atribuy6 a la

presencia de compuestos polifendlicos.

En el 2013, Mishra et al. estimaron el contenido de fenoles totales, la actividad de barrido
de radicales libres (ensayo DPPH) y la actividad quelante de los extractos miceliales de
siete especies del género Pleurotus (P. citrinopileatus, P. djamor, P. eryngii, P. flabellatus,
P. florida, P. ostreatus y P. sajor-caju) y de Hypsizygus ulmarius. Los autores reportaron

gue tanto el extracto de P. eryngii como el de P. djamor fueron los que presentaron el
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mayor contenido de fenoles y la mejor actividad de barrido de radicales libres en una

concentracion del 100% en comparacion con sus estandares, la vitamina C y E.

Khaund & Joshi (2016) evaluaron la actividad antioxidante, antiinflamatoria, el contenido
fendlico total y de flavonoides de un extracto etandlico de cuerpos fructiferos de L.
edodes. Reportaron que dicho extracto inhibio el 61.33% la presencia de radicales libres
y mostrd actividad antiinflamatoria eficaz (50£4.40%) en un modelo in vitro (prueba de

estabilizacion de la membrana de glébulos rojos humanos).

Sudha et al. en el 2016 realizaron un estudio comparativo de la actividad antioxidante de
los extractos metandlicos y acuosos de cuerpos fructiferos de P. djamor. Los autores
analizaron el contenido de fenoles totales y de flavonoides en el extracto, asi como la
actividad de barrido de radicales libres mediante los métodos de DPPH, DMPD,
CUPRAC, y la actividad quelante de metales. Reportaron que ambos extractos
mostraban eficiente actividad de barrido (DPPH y DMPD), el extracto metandlico fue el
gue presenté mayor cantidad de fenoles (5.95 mg de GAE/g) mientras que el extracto

acuso present6 un mayor contenido de flavonoides (6.35 mg de CAE/ g).

En 2020, Campuzano & Carpio estimaron la actividad antiinflamatoria de extractos
acuosos de cuerpos fructiferos de L. edodes en modelos murinos, y hallaron que la dosis

de 500 pL inhibi6é un 38.8% la inflamacion por edema auricular inducida por xileno.

[11.2.1 Relacién entre la capacidad antioxidante y la antinflamatoria

Ya se ha sefialado que los radicales libres estan estrechamente relacionados con en el
proceso inflamatorio, esto por el papel que juegan como mediadores proinflamatorios. En
diferentes estudios se han demostrado que extractos con potencial actividad

antiinflamatoria pueden disminuir la presencia de radicales libres.

Im et al. (2014) determinaron los efectos antioxidantes y antiinflamatorios de los extractos
de acetona, metanol y agua caliente de P. florida. La capacidad antioxidante la
determinaron mediante los ensayos de poder reductor, efecto de barrido de radicales
DPPH, y los efectos quelante sobre iones ferrosos; el extracto de acetona fue el que
presento la mejor respuesta antioxidante en los ensayos antes mencionados. De igual

manera, el extracto de acetona (2 mg/mL) disminuyd significativamente la produccion de
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NO (6xido nitrico) un 34.80% en células RAW 264.7 inducidas por LPS. Para la
evaluacion de actividad antiinflamatoria in vivo emplearon el modelo de edema plantar
inducido por carragenina, donde nuevamente el extracto de acetona fue el que mejor
respuesta antiinflamatoria presentd, al tener un porcentaje de inhibicién de 55.97% a una
dosis de 50 mg/kg similar a la que presento el farmaco de referencia, Indometacina (55.08

% de inhibicion).

[11.3 Hibridacion. Evaluacion de aspectos comerciales

En los ultimos afos el consumo per capita de hongos comestibles ha aumentado de
lkg/afio (1997) a 4kg/afio en el 2012. Entre los hongos con mayor produccion a nivel
mundial se encuentran Agaricus spp. (30%), Pleurotus spp. (27%) y Lentinula edodes

con aproximadamente un 17% de hongos cultivados (Royse, 2014).

A nivel mundial, la produccion de Pleurotus aument6 618% (de 876 en 1997 a 6,288
toneladas en 2010). Mientras que en un periodo entre 1995 a 2010, la produccion de L.
edodes en Japon incrementd de 0.5 a 2 millones de toneladas (Chang, 2005; Royse,
2014).

Ambas especies presentan caracteristicas de cultivo diferentes, P. djamor es un hongo
nativo que requiere de temperaturas calidas para su desarrollo, puede cultivarse en una
amplia variedad de sustratos y los tiempos de cultivo son cortos (Salmones, 2017);
mientras que L. edodes necesita sustratos especificos, temperaturas bajas y tiempos
prolongados para su fructificacion (Gaitan-Hernadez et al., 2006; Sharma et al., 2015).

Dado las condiciones de cultivo y la importancia a nivel comercial que representan estas
especies, industrias como la alimenticia han optado por emplear programas de
mejoramiento genético, como la hibridacion. Las investigaciones que se presentan a
continuacion son ejemplos de las mejoras que se pueden obtener a partir de este
mecanismo.

Ramirez-Carrillo, 2011 obtuvo cepas hibridas de L. edodes y P. ostreatus, reportando
valores de eficiencia biolégica entre 7 y 125%, los cuales se consideran altos en
comparacion con su cepa parental P. ostreatus (55-57%) o lo reportado por Royse (2001),
para una produccion comercial de L. edodes (60 a 80%).
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Valenzuela-Cobos en el 2018, evalu6 caracteristicas morfologicas y de produccion, y el
valor nutricional de hibridos de Pleurotus x Lentinula, obtenidos mediante
desdicariotizacion quimica, encontrando que el hibrido PDa4 x LC3 presento la mayor tasa
de eficiencia biologica, 141.86% cultivada en sustrato de paja de trigo y 120.01% en una
mezcla de aserrin y paja de trigo. Ademas, reporté que el hibrido PD4 x LC3 redujo el
tiempo de cultivo total que fue de 58 dias para presentar 3 cosechas, comparandolo con

62 dias que tardo la cepa parental P. djamor.

[11.4 Actividad biolégica de cepas hibridas

Hasta el momento de la revision son pocos los estudios que han evaluado las
propiedades bioldgicas de cepas hibridas, destacando el estudio realizado por Valencia
del Toro et al. (2012) quienes evaluaron la actividad antibacteriana de los extractos
hexanico y metandlico de cepas parentales (POS, SEC, PCM y UAP9) e hibridas de
Pleurotus spp. Los autores sefalaron que las cepas hibridas SAUA (SEC1 x UAP91),
SAUB (SEC:1 x UAP92) y UBPO (UAP9:1 x POS1) fueron las que presentaron mejor
respuesta antibacteriana respecto de sus parentales.

En otro estudio, Oropeza-Guerrero (2017), estimo la productividad y evalud el contenido
de fenoles y/o flavonoides totales; asi como la actividad antioxidante de las cepas
parentales silvestres de P. djamor var. djamor y P. djamor var. Roseus, y de cuatro cepas
hibridas y dos reconstituidas. Las cepas hibridas H1, H2, H3 y H4 presentaron el mayor
contenido de fenoles totales y la mejor respuesta antioxidante.
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IV.  JUSTIFICACION

En la basqueda de nuevas sustancias o compuestos con efecto antiinflamatorio y con la
posibilidad de presentar menos efectos adversos, se han estudiado las propiedades

funcionales de los hongos comestibles.

Como se ha sefialado, existe evidencia que cepas fungicas parentales, tienen actividad
antioxidante, antiinflamatoria, inmunomoduladora, antitumoral, antiviral, antibacteriana,
entre otras. Sin embargo, pocas son las investigaciones en las que se han evaluado las
propiedades biologicas de cepas hibridas, de las que, hasta el momento de la revision,
solo hay reportes de su actividad antibacteriana y capacidad antioxidante. Por lo que, con
la finalidad de profundizar en el estudio de la actividad biologica de las cepas hibridas,

en el presente estudio se ha planteado la siguiente pregunta de investigacion.

¢Los extractos hexanico y etanélico de los cuerpos fructiferos de la cepa hibrida
PD4 x LCs presentara actividad antiinflamatoria?

V. HIPOTESIS

Si las cepas parentales Pleurotus djamor y Lentinula edodes han demostrado tener
metabolitos secundarios con efecto antiinflamatorio y con capacidad antioxidante, se
esperaria que los extractos hexanico y etanélico de la cepa hibrida PD4 x LC3 conservaran

el potencial antiinflamatorio de las cepas parentales.

25
Evelyn Alejandra Bautista Diaz



Actividad antiinflamatoria de cuerpos fructiferos de la cepa hibrida PD4 x LC3

VI. OBJETIVOS

VI.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria de los extractos hexanico y etandlico de la cepa

hibrida PD4 x LCs, en un modelo murino de inflamacion aguda.

VI.2 Objetivos particulares

e Calcular el porcentaje de inflamacién y el porcentaje de inhibicion usando el
modelo de edema auricular inducido con TPA

e Identificar los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en el

extracto etanolico mediante analisis preliminar fitoquimico.

e Identificar y cuantificar por HPLC &cidos fendlicos, flavonoides y terpenoides
presentes en los extractos hexanico y etandlico de la cepa hibrida PD4 x LCs.
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VIl.  MATERIALES Y METODOS

VII.1 Cepa fungica

Los cuerpos fructiferos secos de la cepa hibrida PDs4 x LCs fueron obtenidos y

proporcionados por el Laboratorio de Cultivos Celulares de UPIBI-IPN.

VIl.2 Animales

Se utilizaron 42 ratones macho de la cepa Hsd:ICR (CD-1®) con un peso entre los 30 y
40 g, procedentes del Bioterio de la FES lztacala. Se trasladaron al bioterio del
Laboratorio de Farmacobiologia donde se mantuvieron a una temperatura de 22°C £ 1°C

con un ciclo de luz-oscuridad de 12 h y con alimento y agua ad libitum.

VII.3 Obtencidon de extractos

Extracto hexanico (Exto Hx). Los carpéfaros se molieron y la harina obtenida (3 g) se
extrajo en un equipo de Soxhlet. El exceso de disolvente se elimind concentrando el
extracto en un rotavapor BUCHI modelo R-205 (T=40°C).

Extracto etandélico (Exto EtOH). Los carpéforos se molieron y la harina obtenida (5.9 g)
se extrajo por maceracion sucesiva en una solucion de etanol : agua (70 : 30). El exceso

de disolvente se retird por secado a temperatura ambiente.

Cada uno de los extractos obtenidos se almacend en viales color ambar para los

siguientes ensayos.

VIl.4 Preparacién de los farmacos y del extracto

Con el agente irritante 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) se prepardé una
disolucion etanolica de 2.5 pg/10 pL. El farmaco de referencia Indometacina (1 mg/10 pL)
se disolvié en agua destilada. Con los Exto Hx y EtOH de la cepa PD4 x LC3 se prepararon

las dosis de 125 y 250 pg/10 pL utilizando como disolvente agua destilada.
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VII.5 Actividad antiinflamatoria. Edema auricular inducido por TPA

La actividad antiinflamatoria se evalud, siguiendo con ligeras modificaciones, el
procedimiento descrito por Young et al. (1983) con el modelo murino in vivo (Figura 10).

Los animales se asignaron al azar en seis grupos independientes (n=7).

A todos los ratones se les aplico en la oreja derecha 2.5 pug/10uL/oreja de TPA disuelto
en etanol, mientras que en la oreja izquierda solo recibieron vehiculo (etanol 10 uL/oreja).
Diez minutos después, sobre la oreja derecha se realizaron aplicaciones locales de los
siguientes tratamientos. Uno de los grupos recibi6 el farmaco de referencia Indometacina
(1 mg/10 uL/oreja), dos grupos recibieron una de las dos dosis del Exto Hx (125 o 250
pg/10uL/oreja), a los otros dos grupos se les aplicé una de las dosis del Exto EtOH (125
0 250 pg/10uL/oreja) y al grupo restante no se le aplicé tratamiento antiinflamatorio
permaneciendo sélo con la aplicacion de TPA (grupo Control). Cuatro horas después, los
ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical, y con ayuda de un sacabocados se

obtuvieron biopsias circulares (6 mm de diametro) de cada oreja.

El edema se calculé por diferencia de pesos (mg) entre la oreja que recibio el tratamiento
(derecha) y la que recibi6 el vehiculo etanol (izquierda).

Para calcular el porcentaje de inflamacion, se empleé la siguiente formula, en donde Wt

es el peso de la seccioén de la oreja tratada y Wo es el peso de la oreja no tratada.
. s Wt - Wo
%Inflamacion = ———x 100
W,
En el caso del porcentaje de inhibicidn, este se calcul6 con la siguiente formula:

Ic_It

%Inhibicion = x 100

C

En donde:
Ic equivalente al porcentaje de inflamacion media del grupo Control

It equivalente al porcentaje de inflamacion media de cada grupo tratado
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Grupos independientes de ratones (n=7) recibieron:

Pentobarbital sédico (viai. p.)

Oreja Una vez anestesiados se Oreja
izquierda aplico por via tépica derecha
I I
Vehiculo etanol (10 pL/oreja) TPA (2.5 uL/ 10 pL)

10 minutos después del TPA, se aplico por via topica a la oreja derecha

|
[ |
Control Farmaco de Exto Hx Exto EtOH
TPA referencia
'Pfgfitlancé';? TPA + Exto Hx 125 ug/10 uL || TPA + Exto EtOH 125 ug/10 pL
TPA + Exto Hx 250 pg/10 pL TPA + Exto EtOH 250 pg/10 uL

|

Cuatro horas después

Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical para obtener
biopsias de 6 mm & de cada oreja

Figura 10. Diagrama del procedimiento para evaluar actividad antiinflamatoria siguiendo el Modelo de Edema Auricular inducido con TPA

29
Evelyn Alejandra Bautista Diaz



Actividad antiinflamatoria de cuerpos fructiferos de la cepa hibrida PD4 x LC3

VII.7 Analisis quimico

VII.7.1 Analisis preliminar fitoquimico

La presencia de los principales metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de la cepa fungica hibrida PD4 x LCs, se determind mediante las reacciones de
coloracion y/o precipitacion de acuerdo la metodologia descrita por Valencia del Toro &
Garin-Aguilar (2010).

Alcaloides

Para la determinacién de alcaloides en el Exto EtOH, se tomé una muestra del extracto
y se le agregd acido clorhidrico al 10%. Posteriormente se calentd a ebullicion y una vez
frio, se filtr6 la solucion para realizarse las pruebas con los reactivos Dragendorff y

Sonneschein, ambas pruebas se consideran positivas si se forma un precipitado naranja.

Flavonoides

Una muestra de extracto se disolvid en etanol absoluto, esta solucién se emple6 para
realizar la reaccion de Shinoda y la de hidroxido de sodio al 10%. En la primera reaccion,
se agreg0 acido clorhidrico concentrado, si hay un cambio a tonalidades rojas indica la
presencia de auronas o chalconas. Por otro lado, para la reaccion con hidroxido de sodio,
al extracto se le agrega hidroxido de sodio, en caso de presentarse una coloracion de
amarillo a rojo sefalan la presencia de xantonas y flavonas; de café a naranja de flavonas:

de purpura a rojo de chalconas y las azules de antocianinas.

Glic6sidos cianogénicos
Se prepar6 una disolucion del extracto con acido clorhidrico al 10% y cloroformo. Se
calento6 a bafio Maria con una tira de papel filtro con el reactivo de Grignard, la prueba se

considera positiva en caso de formarse una mancha rosa a roja en el papel filtro.

Azlcares reductores
Se tomo una muestra de extracto y se le agrego hidroxido de sodio al 10% hasta tener
un pH de 11. La determinacion de azucares reductores en el extracto se realizo mediante

la reaccion de Fehling y la reacciébn de Benedict. Los tubos con los reactivos
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correspondientes se calentaron a bafio Maria, la formacion de un precipitado de color

naranja a rojo nos sefala la presencia de azlcares reductores.

Saponinas

Para identificar saponinas en el extracto se realizaron tres pruebas, la prueba de altura 'y
estabilidad de espuma en donde una muestra de extracto diluido se agito vigorosamente
y se le tomo la altura de la espuma (en caso de presentar). Esta prueba se considera
positiva, si la altura es de 8 a 10 mm y se mantiene por 30 minutos. Otra de las pruebas
es la reaccion de Lieberman Bouchard, para la cual, al extracto se le agrego acido anhidro
y se estratifico con &cido sulfarico concentrado. Si en la interfase se presentan
coloraciones de azul a verde indica la presencia de saponinas esteroidales y la coloracién
rosa, rojo, magenta o violeta, la presencia de saponinas triterpenoides. Por dltimo, para
la reaccién de Rosenthaler, al extracto se le agrego el reactivo de Rosenthaler y se
estratific6 con acido sulfdrico concentrado, en caso de presentarse coloraciones violetas

la prueba se considero positiva para saponinas triterpenoides.

Taninos

Se prepard una solucién con el extracto, agua destilada y cloruro de sodio al 2%, la cual
se calent6 a ebulliciébn y una vez fria, la solucién se filtr6. Se realizaron tres pruebas, la
reaccion con gelatina, la reaccién de cloruro férrico y la reaccién con ferrocianuro de
potasio al 1%. En la primera reaccién al agregar reactivo de gelatina, la formacién de un
precipitado blanco, nos indica la presencia de taninos. Por otro lado, en la reaccion de
cloruro férrico se le agrego cloruro férrico al 1% en caso de formarse coloraciones de azul
a negro nos sefiala la presencia de derivados del &cido galico o coloraciones verdes para
derivados del catecol. Por ultimo, la presencia de compuestos fendlicos en el extracto se

determind con la reaccion de potasio al 1% (en caso de presentarse una coloracion azul).

Quinonas

Para la determinacion de quinonas en el extracto, se realizaron tres reacciones, en la
reaccion de hidroxido de amonio, a una pequefia porcion del extracto se le afiadio
hidroxido de sodio, se considera positiva para antraguinonas en caso de presentar
coloracioén roja dentro de los dos primeros minutos. Al igual que en la reaccion anterior,
en la reaccion con 4cido sulfarico se va a considerar positiva, si presenta una coloraciéon
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roja. Por ultimo, en la reaccion de Borntraguer, se diluy6 una porcion del extracto en agua
destilada, la solucién se filtré y a la solucion filtrada se le agrego hidréxido de potasio al
5%. Posteriormente se calent6 a ebullicién, una vez fria se le retir6 la fase acusa y se le
agrego hidroxido de potasio al 5%. La presencia de benzoquininas se puede determinar

si la solucién presenta color rojo.

Cumarinas

En la reaccidén de Erlich, al extracto se le agregd reactivo de Erlich y acido clorhidrico
concentrado, una coloracion naranja indica la presencia de cumarinas. Por otro, en la
reaccion con hidroxido de amonio, al extracto se le agregdé etanol e hidroxido de amonio
concentrado. En caso de presentar una fluorescencia azul-violeta, la prueba se considera

positiva.

Glicosidos cardiacos

A una porcion de extracto se le agrego piridina, nitroprusiato de sodio al 5% e hidroxido
de potasio (reaccidon de Legal), una coloracién roja indica la presencia de glucdsidos
cardiacos. Para la siguiente prueba (reaccién de Baljet), a una muestra del extracto se le
afadio reactivo de Baljet, una coloracion naranja a roja sefala la presencia de glucésidos

cianogénicos.

Sesquiterpenlactonas

La identificacion de sesquiterpenlactonas se realiz6 con la reaccion con hidroximato
férrico, para lo cual a una muestra de extracto se le afiadio clorhidrato de hidroxilamina 2
N e hidréxido de potasio 2 N. Esta solucion se calentd a ebullicién y al enfriarse, la
solucion se llevé a un pH de 1 con acido clorhidrico 0.5 N. Por dltimo, se agregoé cloruro
férrico, la prueba se considera positiva si la solucion presenta tonalidades rojas, violetas

0 rosas.

VII.7.2 HPLC. Cromatografia liquida de alta resolucion

Con la finalidad de identificar y cuantificar acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides
presentes en el Exto Hx y el EtOH de la cepa hibrida PD4 x LCs, se utilizé un cromatografo

de liquidos Hewlett Packard® serie 1100, equipado con un inyector automatico (Agilent®
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serie 1200 Mod. G1329A) y un detector de arreglo de diodos Hewlett Packard® serie
1100.

Se peso6 en un tubo eppendorf 0.0080 g de muestra de Exto EtOH y se disolvieron en
metanol grado HPLC al 80%, en el caso del Exto Hx se pes6 una muestra de 0.0081 g.
Los tubos bien sellados se incubaron por 1 hora a 60°C en bafio Maria. Posteriormente,
el contenido de cada uno de los eppendorf se filtr6 utilizando Acrodiscos PVDF de 0.45
mm y el filtrado se almacend en viales ambar los cuales se mantuvieron en refrigeracion
hasta su analisis. Para obtener la curva de calibracion de los acidos fenélicos, flavonoides
y terpenoides se utilizaron como referencia estandares comerciales marca Sigma-Aldrich,
USA.

VIIl.8 Andlisis estadistico

Los resultados del ensayo biologico se analizaron mediante un andlisis de varianza de
una via (ANOVA). Seguida de una prueba Duncan para comparaciones multiples. Los
datos se reportaron como la media + error estandar de la media (EEM). Los valores de
p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Para este analisis se ultilizo el
programa SPSS version 22.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Los hongos comestibles de los géneros Pleurotus y Lentinula han sido estudiados
experimentalmente por poseer compuestos con actividad antiinflamatoria. Ya que la
hibridacién es un proceso de mejoramiento genético y se ha evidenciado que la cepa
hibrida PD4 x LC3 obtenida a partir de las parentales Pleurotus djamor y Lentinula edodes
mejoré0 sus parametros de productividad respecto de sus parentales. En esta
investigacion se exploro la actividad antiinflamatoria y antioxidante de los extractos Hx y
EtOH de la cepa hibrida PD4 x LCs.

VIII.1. Actividad antiinflamatoria. Edema auricular inducido por TPA

En la Figura 11 se presenta el efecto de los Exto Hx y Exto EtOH de la cepa hibrida PDa4
x LCs sobre el porcentaje de inflamacién del edema inducido por TPA. EI ANOVA de una
via detecto diferencias significativas entre los tratamientos al analizar este factor [F (s,41)
=16.192, p=0.0001] y la prueba post hoc de Duncan formé tres grupos. Grupo a donde
se encuentra el agente irritante TPA, grupo b integrado por el farmaco de referencia
(Indometacina) y el Exto Hx 125 ug/10pL; el grupo c lo integran el Exto Hx 250 pug/10uL
y el Exto EtOH 125 y 250 pg/10uL. Estadisticamente, los datos del edema (mg) también
presentaron diferencias significativas [F (s, 41y = 19.948, p= 0.0001], formandose los
mismos tres grupos con la prueba post hoc de Duncan (Cuadro 2). Por lo que respecta a
la reduccion del edema, en el Cuadro 2 también se muestran los valores del porcentaje
de inhibicién obtenidos con los Exto Hx y el Exto EtOH de la cepa hibrida PD4 x LCs, los
gue oscilaron entre el 32.24 y el 76.50%. Es importante hacer notar que la aplicacion de
125 pg/10pL de Exto Hx redujo el edema un 76.50%, valor cercano a la reduccién

ocasionada por el farmaco de referencia Indometacina (84.60%).

En conjunto, los resultados pusieron de manifiesto que la aplicacién de 125y 250 pug/10uL
del Exto Hx y Exto EtOH disminuyeron el edema inducido TPA, y que esta reduccion fue

mayor a una concentracion de 125 pg/10uL de Exto Hx (76.50% de inhibicion).

En Gonzalez et al. (2011), se indica que la actividad antiinflamatoria de una sustancia es
moderada cuando la inhibicién es del 35 al 65% y que un extracto o fraccion va a
presentar un buen efecto antiinflamatorio cuando la inhibicion es superior al 65%. Con
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base en estos criterios, 125 y 250 pg/10puL de Exto EtOH presentaron actividad
antiinflamatoria moderada, mientras que 125 pg/10uL de Exto Hx tuvo buen efecto

antiinflamatorio.

Las diferencias entre la actividad antiinflamatoria presentadas con el Exto EtOH y el Exto
Hx de la cepa hibrida, se pueden explicar en términos de la polaridad de los disolventes
usados en la extraccion. Extractos y fracciones obtenidas con disolventes polares y/o no
polares presentan compuestos estructuralmente diferentes, lo cual contribuye al efecto
antiinflamatorio de manera distinta (Franco et al., 2013). Consistente con nuestros
resultados, existe evidencia de que extractos no polares de plantas presentan mayor
actividad antiinflamatoria, que los extractos polares. Tal es el caso del trabajo de Franco
et al. (2007), quienes informaron que el porcentaje de inhibicion de extractos etéreos de
calices de Physalis peruviana fue superior (56.2%) al del extracto etandlico (6.8%).
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TPA 2.5 pug/10pL Indometacina1.0  Exto Hx 125 Exto Hx250  Exto EtOH 125 Exto EtOH 250
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Figura 11. Media £ EEM del porciento de inflamacion 4 h después de la aplicacion del Exto Hx y Exto EtOH
de la cepa PD4 x LC3 (n=7).
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Cuadro 2. Actividad antinflamatoria del Exto Hx y Exto EtOH de la cepa fungica hibrida PD4 x LC3 en el
modelo de edema auricular inducido por TPA.

Edema xESM

Tratamiento Dosis % Inhibicién
(mg)

TPA (Control) 2.5 pgloreja 13.45+0.65 -
Indometacina 1.0 mg/oreja 2.1340.39" 84.60
125 pgloreja 3.27+1.22¢ 76.50

Exto Hx .
250 pgloreja 8.28+1.59¢ 32.24
125 pgloreja 7.86+0.57¢ 41.03

Exto EtOH .
250 pgloreja 8.89+0.40° 36.39

Media del edema £EEM. Duncan formé tres grupos: a: TPA; b: Indometacina y Exto Hx 125 pg/10uL; c:
Exto Hx 250 ug/10 uL y Exto EtOH 125y 250 ug/10uL. Respecto al % de Inhibicién, el Exto Hx 250 ug/10uL
mostré actividad antiinflamatoria submoderada, el Exto EtOH 125 y 250 pg/10uL actividad antiinflamatoria
moderada y el Exto Hx 125 ug/10uL reportd buen efecto antiinflamatorio (Gonzélez et al., 2011).
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VIII.2 Analisis quimico

VIII.2.1 Analisis preliminar fitoquimico

El analisis preliminar fitoquimico mostré la presencia de alcaloides, flavonoides (flavonas

y Xantonas), saponinas triterpénicas, taninos, quinonas (antraquinonas), cumarinas y

glicésidos cianogénicos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Andlisis preliminar fitoquimico realizado al extracto etandlico de la cepa fungica hibrida PD4 x LC3

Metabolito Prueba Resultado
Alcaloid Reactivo de Dragendorff +
caloides : .
Reactivo de Sonneschain -
- id Reaccion de Shinoda -
avonoides . . .
Reaccion de hidroxido de sodio al 10% +*
Glicosidos cianogenicos Reactivo de Grignard -
i Reaccién de Fehling -
Azucares reductores . : )
Reaccion de Benedict
Prueba de altura y estabilidad de espuma -
Saponinas Reaccion de Lieberman Bouchard -
Reaccion de Rosenthaler ¥*
Reaccion con gelatina +
Taninos Reacc!(?n de cIoruTQ férrico . -
Reaccidn con ferricianuro de potasio al 1% -
Reaccion de hidroxido de amonio S e
. ., Jo s +***
Quinonas Reacc!(?n con a-..CIdO sulfdrico
Reaccion de Borntraguer -
. Reaccion de Erlich +
Cumarinas Reaccion con hidroxido de amonio -
_ _ Reaccion de Legal -
Glucosidos cardiacos Reaccion de Baljet +

Sesquiterpenlactonas

Reaccion con hidroximato férrico

Simbologia: positivo (+), negativo (-), positivo para xantonas y flavonas (+*), positivo para saponinas
triterpenoides (+**) y positivo para antraquinonas (+***).
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Entre los compuestos con actividad antiinflamatoria presentes en extractos y fracciones,

obtenidos a partir de plantas y hongos se encuentran los flavonoides y taninos.

Taninos aislados de la corteza de la nuez de la india (Anacardium occidentale L.)
mostraron actividad antiinflamatoria significativa en un modelo de edema plantar inducido

por carragenina, inhibiendo un 80.4 + 5.7 % (Mota et al., 1985).

Evaluando las propiedades antiinflamatorias de terpenoides y esteroides aislados de
Ganoderma tsagae, se encontré que el &cido tsugarico A y el 4cido 3-oxo-5a-lanosta-
8,24-dien-21-oico inhibieron la generacion del anién superéxido inducido por fMLP/CB
(fonnil-metionil-leucil-fenilalanina), asi como la acumulacién de NO en medios de cultivo
de células N9 (Ko et al., 2008).

Respecto a los flavonoides, la fraccion flavonica extraida de hojas de Jungia rugosa,
presento capacidad antioxidante inhibiendo un 97% del radical DPPH y disminuy6 43.8%

el edema plantar inducido por carragenina (Enciso & Arroyo, 2011).

Con base en lo anterior, se puede sugerir que la presencia de flavonoides, terpenoides y
taninos, detectados en el preliminar fitoquimico, o bien su sinergia, sean los responsables

de la actividad antiinflamatoria observada con el Exto EtOH de la cepa hibrida PD4 x LCs.

VIII.2.2 HPLC. Cromatografia liquida de alta resolucion

El analisis por HPLC para detectar acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides permitio
identificar 11 compuestos en el Exto Hx y 12 compuestos en el Exto EtOH de la cepa
hibrida PD4 x LCs.

VII1.2.2.1 Acidos fendlicos

En la Figura 12 se muestra el cromatograma de los acidos fendlicos presentes en el Exto
Hx de la cepa hibrida PDa4 x LCs: acido vainillinico (0.5428 mg de Ac. Fenolico/g de Exto
Hx), acido ferdlico (0.1503 mg de Ac. Fendlico/g de Exto Hx) y acido galico (0.0911 mg
de Ac. Fenolico/g de Exto Hx). Por otro lado, en el Exto EtOH solo se identificé un
compuesto, el acido beta resorcilico, en una concentracién de 0.0232 mg de Ac.

Fendlico/g de Exto EtOH (Figura 13). Es importante hacer notar que a todos estos
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compuestos se les ha reportado actividad antiinflamatoria; inclusive, para algunos de

ellos se ha establecido su mecanismo de accion.

El acido vainillinico inhibié el edema plantar inducido por carragenina (10 y 30 mg/kg), e
inhibid citocinas proinflamatorias como IL-1B y TNF-a (Calixto-Campos et al., 2015).
También se reporté que este compuesto inhibié la produccion de IL-6, PGE2 y NO y
suprimié la expresion de COX-2 y la activacion de NF-kB (Min-Cheol et al., 2011);
sugiriendo que el mecanismo antiinflamatorio que presenta el acido vainillinico puede ser
atribuido a la regulacion del factor nuclear kapa inducido por linfocito B (NF-kB) y la
caspasa-1. El NF-kB es un factor de transcripcion que estimula citocinas como TNF-a o
interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8) presentes en el proceso inflamatorio y moléculas de

adhesién que participan en el reclutamiento de leucocitos (Hoesel & Schmid, 2013).

Por otro lado, el acido ferulico disminuyd la produccién de NO inducida por LPS y redujo
la expresion de INOS y COX-2 (Shi et al., 2021); mientras que el pretratamiento con este
acido redujo la expresion de ARNm de TNF-a, IL-1B e IL-6, la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) inducidas por LPS y la activacién del inflamasoma NLRP3
inducido por LPS (Liu et al., 2022). Se ha sefialado que, los inflamasomas son complejos
proteicos ubicados en el citoplasma que funcionan como sensores que pueden detectar
infecciones por patégenos o desequilibrios metabdlicos (Guo et al., 2015). El
inflamasoma NLRP3, también conocido como criopirina, es el encargado de activar la
procaspasa-1 y de producir citocinas como, IL-1B e IL-8. (Suarez & Buelvas, 2015).

El acido gélico presentd efecto antiinflamatorio en el modelo in vivo de edema plantar
inducido zymosan (Kroes et al., 1991); mientras que in vitro redujo la expresion de ARNm
de IL-1B, IL-6 (citocinas proinflamatorias), MCP-1, MCP-3 (proteinas quimiotacticas) y
COX-2 (Yoon et al.,, 2013). Este acido también inhibié la expresion de TNF-a y la
liberacion de histamina en células estimuladas por el compuesto 48/80 (triclorhidrato de
C48/80) y atenud la activacién de p38 MAPK y NF-kB (Kim et al., 2006). Se ha sefalado
que, la expresion de la proteina p38 MAPK esta regulada por estrés y/o estimulos
inflamatorios entre los que se encuentran la radiacion UV o la presencia de citocinas, y
se encuentra involucrada en la expresion de mediadores proinflamatorios como TNF-a,
PGEZ2, IL-1B3, COX-2, entre otros (Yang et al., 2014).
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El acido beta resorcilico, Unico acido fendlico identificado en el extracto etandlico, es un
compuesto asociado con la inhibicion moderada de la peroxidacion lipidica (Sroka &
Cisowski, 2003). La lipoperoxidacion lipidica es un mecanismo en donde la oxidacion de
enlaces a-metilénicos de &cidos grasos insaturados ocasiona la fragmentacion de lipidos
de la membrana celular (Fagali, 2011). Ante la presencia de estimulos inflamatorios, los
fosfolipidos de la membrana por accion de la fosfolipasa A2, se encargaran de liberar
acido araquidonico, un acido graso poliinsaturado y uno de los principales intermediarios
en el proceso inflamatorio (Claria, Gonzélez-Périz, Horrillo & Lopez-Parra, 2007).

Los acidos fendlicos presentes en el Exto Hx, han sido identificados en L. edodes (Avila-
Castafieda, 2009; Woldegiorgris et al., 2014) y en P. ostreatus y P. eryngii (Alam et al.,
2010; Gasecka et al., 2015). En el caso del acido beta resorcilico, hasta el momento de
la revision de la literatura, no se ha reportado su presencia en especies de Pleurotus

ostreatus, Pleurotus eryngii ni en Lentinula edodes.
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Figura 12. Cromatograma HPLC-Acidos Fendlicos en el Exto Hx de la cepa fungica hibrida PD4 x LCs.
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Figura 13. Cromatograma HPLC-Acidos Fendlicos en el Exto EtOH de la cepa fiingica hibrida PD4 x LCs.
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VIIl.2.2.2 Flavonoides

El analisis por HPLC del Exto Hx de la cepa hibrida PD4 x LCs, identifico tres flavonoides,
Galangina en una concentracion de 2.7355 mg de flavonoide/g de Exto Hx; Naringenina
(2.6238 mg de flavonoide/g de Exto Hx) y Floritzidina en concentracion de 0.2720 mg de
flavonoide/g de Exto Hx (Figura 14). Y en la Figura 15 los cinco flavonoides presentes
en el Exto EtOH: Quercetina (0.0298 mg de flavonoide/g de Exto EtOH), Rutina (0.0269
mg de flavonoide/g de Exto EtOH), Apigenina (0.0259 mg de flavonoide/g de Exto EtOH),
Floritzina (0.0112 mg de flavonoides/g de Exto EtOH) y Catequina (0.0107 mg de
flavonoide/g de Exto EtOH).

Se ha reportado que el flavonoide Galangina tiene efecto antiinflamatorio al reducir
significativamente la produccion de NO, asi como los niveles de ARNm de IL-13, IL-6 e
INOS (Jung et al., 2014). En otro estudio, la galangina mostr6 efecto protector sobre la
inflamacion renal inducida por acido urico en células NRK-52E, al disminuir TNF-a, IL-
18 e IL-18, y por inhibir la expresion de ARNm de iNOS, PTGS2 y NF-kB (Lu et al.,
2019). Una investigacion mas reciente sobre la evaluacion antiinflamatoria de la
galangina fue el realizada por Cai et al. (2021) quienes reportaron que dicho metabolito
aumento la produccién de mediadores antiinflamatorios como IL-10 y TGF-B. Prieto et
al. (2002) sefialan que TGF-B (factor de crecimiento trasformador-beta) estimula la
reparacion en tejidos, ademas de favorecer procesos como la quimiotaxis en

macrofagos y linfocitos.

También en modelos murinos in vivo se evidencié que la administraciéon tépica de 2%
del flavonoide Naringenina disminuy6é un 56% el edema auricular inducido con acido
araquidénico (AA) y un 62% el inducido por TPA (Escribano-Ferrer et al., 2018). En otro
estudio, con el modelo de edema plantar inducido con carragenina, la administracion de
naringenina durante una semana, previa a la inyeccion de la carragenina, disminuyé la
inflamacion al menos durante 5 horas (Chung et al., 2019). El efecto antiinflamatorio de
la naringenina se ha atribuido a su efecto inhibitorio sobre la produccion de NO y PGE2

(Kim, Park & Choi, 2012), asi como al bloqueo de enzimas como COX-2 e iNOS,
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responsables de la expresion de mediadores como IL-6, PGE2 y NO (Pannu et al.,
2019).

Pensamiento-Nifio (2022) evalud la actividad bioldgica del extracto hidroalcohdlico de la
flor de Cardon (Cylindropuntia rosea) rico en floritzina, catequina y quercetina, el cual
presento la mejor respuesta antiinflamatoria en el modelo de edema auricular inducido
por TPA. El autor atribuyd el efecto antiinflamatorio a los compuestos encontrados en el
extracto hidroalcoholico: &cidos fendlicos (Ac. galico y p-cumarico), flavonoides
(catequina, kaempferol y quercetina) los cuales inhiben mediadores inflamatorios como
las enzimas cicloxigenasas, lipoxigenasas y oxido nitrico sintasa inducible. Manjeet &
Ghosh (1999) reportaron que quercetina (dosis de 20 uM) inhibio la produccion de NO,
y de TNF-a (concentracion de 50 uM). En otro estudio, la expresion de COX-2
estimulada por citocinas y la expresion basal de COX fueron inhibidas por la quercetina
(O’ Leary et al., 2004). En el modelo in vitro de macréfagos RAW 264.7 estimulados por
LPS se encontré que los flavonoides galangina y quercetina disminuyeron la produccion

de IL-6, atenuaron la activacion de NF-kB y modularon la expresion de iNOS.

El efecto antiinflamatorio de la Rutina se evalué tanto en un modelo de inflamacién
aguda como cronica, los autores demostraron que la rutina fue mas eficaz en la fase
cronica (Guardia et al., 2001). Hay evidencia que rutina suprime la produccion de IL-13
inducida por DSS (Know et al., 2005); disminuye de manera dosis dependiente, la
produccién de NO en células RAW 264.7 inducidas por LPS, la expresiéon de iNOS y de
COX-2, asi como los niveles de IL-6 y TNF-a (Karki et al., 2013) y muestra actividad
inhibitoria (de moderada a alta) de NF-kB inducido por TPA (Endriger, Pezzuto & Braga,
2009).

Apigenina inhibio la produccién de PGEZ2 y suprimio fuertemente los niveles de COX-2
e iINOS en el modelo de macréfagos activados inducidos por LPS (Liang et al., 1999).
Smolinski & Peska (2003), sefialaron que el pretratamiento con apigenina disminuye la
acumulacion sérica de IL-6 y TNF-a inducidos por LPS. También se report6é que inhibio
la produccidon de NO y redujo la expresion de TNF-a (Chandler et al., 2010); los autores
proponen que el efecto antiinflamatorio de la apigenina se debe a la regulacion de
factores como NF-kB y miembros de la familia de proteinas STAT (transductora de sefal
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y activador de la transcripcion). Tanto STAT1 como STAT2 son dos de los principales
mediadores de IFN (interferon) mientras que STAT3 es el encargado de modular
citocinas proinflamatorias como IL-6 o antiinflamatorias (IL-10) (Pfitzner, Kliem, Baus &
Litterst, 2004).

El flavonoide catequina es capaz de reducir el edema plantar inducido por carragenina
después de 60 y 120 minutos (Nardi et al., 2003). En otro estudio, la fraccion butandlica
de Abarena cochilacarpos y su principal flavonoide, la catequina inhibieron
significativamente la produccion de NO y la expresion de COX-2 e iNOS; ademas de
inhibir la cascada MAPK, por la regulacidon negativa en la activacion de las quinasas JNK
y p38. Entre los mediadores proinflamatorios que inhibe la catequina se encuentran IL-
1q, IL-1B, IL-6 e IL-12 y también la expresion de citocinas antiinflamatorias como IL-4 e
IL-10 (Cheng et al., 2019).

De los flavonoides detectados en el Exto Hx, solo se ha reportado en la literatura, la
presencia de naringenina en P. eryngii y P. ostreatus (Alam et al., 2010; Ggsecka et al.,
2015); mientras que para el Exto EtOH, se ha detectado la presencia de catequina y
quercetina en L. edodes (Avila-Castafieda, 2009; Kim et al., 2008).
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Figura 14. Cromatograma HPLC-Flavonoides en el Exto Hx de la cepa fungica hibrida PD4 x LCa.
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Figura 15. Cromatograma HPLC-Flavonoides en el Exto EtOH de la cepa fungica hibrida PD4 x LCs.
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VII.2.2.3 Terpenoides

En la Figura 16 se muestra el cromatograma obtenido por el HPLC al analizar el Exto
Hx. Los terpenoides identificados fueron carnosol (0.5110 mg de terpenoide/g de Exto
Hx), &cido ursolico (263.4216 mg de terpenoide/g de Exto Hx), estigmasterol (29.1684
mg de terpenoide/g de Exto Hx), acido oleandlico (82.4612 mg de terpenoide/g de Exto
Hx) y B-sitosterol (11.0069 mg de terpenoide/g de Exto Hx). Se observa, que los
terpenoides encontrados en mayor cantidad fueron el &cido ursdlico, el acido oleandlico
y estigmasterol. Mientras que en el extracto EtOH (Figura 17) se identificaron los
terpenoides carnosol (0.0898 mg de terpenoide/g de Exto EtOH), &cido ursélico (2.9048
mg de terpenoide/g de Exto EtOH), estigmasterol (0.5517 mg de terpenoide/g de Exto
EtOH), acido oleandlico (45.0163 mg de terpenoide/g de Exto EtOH), a amirina (7.0477
mg de terpenoide/g de Exto EtOH) y B-sitosterol (1.2318 mg de terpenoide/g de Exto
EtOH). En este extracto los terpenoines encontrados en mayor cantidad fueron acido

oleandlico, a-amirina y acido ursdlico.

Se ha reportado que, tanto la a-amirina como la -amirina, presentes en hojas, flores y
frutos de diversas plantas son fuertes agentes antiinflamatorios. A través de
cromatografias en columna, en capa delgada y preparativa la separacién de un extracto
en éter de hojas de de Bejaria resinosa permitié obtener una mezcla de compuestos tipo
triterpeno compuesta por germanicol, a-amirina y B-amirina. La mezcla de estos
triterpenos redujo 68.8% el edema causado por TPA en la oreja del ratén (Matulevich,
Gil & Ospina, 2016). De igual manera, en un modelo de pancreatitis aguda inducida por
L-arginina en ratas, se observo que el tratamiento con a y B-amirina (10, 30 y 100 mg/kg)
disminuyé los niveles aumentados de citocinas proinflamatorias como TNF-a en todas
las dosis; sin embargo, la inhibicion de IL-6 solo fue significativa con 30 y 100 mg/kg.
Los autores concluyeron que a-amirina y B-amirina, mejoran la pancreatitis aguda

inducida con L-arginina en ratas (Melo et al., 2010).

En el modelo murino de trasplante de células de los islotes (posible opcién terapéutica
para pacientes con diabetes mellitus tipo 1), se demostré que el acido oleandlico
prolongo la funcion de los islotes y aumento los niveles de IL-10 sérica (2 veces) asi
como, el factor de crecimiento angiogénico VEGF (factor de crecimiento endotelial
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vascular). En contraste, el tratamiento con acido oleandlico disminuyo los niveles de IP-
10 e IL-4 y también redujo la poblacion de células T productoras de IFNy y de las
interleucinas IL-4, IL-2 e IL-17 (Nataraju et al., 2009). El tratamiento con &cido oleandlico
ha mostrado efectos inhibitorios sobre el edema plantar inducido por carragenina, (58 %
en una dosis de 300 mg/kg) ademas de reducir el volumen de exudado y la migracion
leucocitaria hacia la cavidad pleural inducido por carragenina (Singh et al., 1992). El
acido oleandlico ha sido uno de los triterpenos méas estudiados en inflamacion y estrés
oxidativo. Usando el modelo in vitro de macrofagos peritoneales de raton estimulados
con ionoforo de calcio y plaquetas humanas se observd que este compuesto es un
inhibidor eficaz de la ciclooxigenasa (COX) y de la 5-lipoxigenasa (5-LOX) (Diaz et al.,
2000).

Respecto al acido ursoélico, compuesto terpénico encontrado tanto en el Exto Hx como
en el EtOH de la cepa hibrida PD4 x LC3s, se ha reportado lo siguiente. Utilizando tres
sistemas estandar diferentes, acido ascorbico, tetracloruro de carbono y ADP/hierro,
para inducir la peroxidacion lipidica en microsomas aislados de higado de rata in vitro,
se estudié el efecto protector del acido ursolico aislado de Ocimum sanctum y el 4cido
oleandlico de Eugenia jumbolana contra el dafio inducido por los radicales libres. Tanto
el acido oleandlico como el acido ursolico ofrecieron una proteccién notable del 90% y
60% respectivamente (Balanehru & Nagarajan, 1991). En otro estudio, linfocitos tratados
con &cido ursdlico 30 minutos antes de la exposicion a luz UVB (280-230nm),
presentaron una disminucién progresiva en el porcentaje de peroxidacion lipidica
inducida por UVB (Ramachandran & Rajendra, 2008). En un modelo in vivo, el acido
ursélico ha demostrado actuar como agente antiinflamatorio, al inhibir en un 84% la
inflamacion en un modelo de edema auricular inducido por aceite de crotén (Baricevic et
al., 2011). El efecto antiinflamatorio del acido ursolico se ha atribuido a la inhibicion de
vias implicadas en la inflamacion como la via de la ciclooxigenasa, la 5-lipooxigenasa y
elastasa (Najid et al., 1992); a la inhibiciébn de la activacion de MAPK, NF-kB y la
secrecion de citocinas (IL-1B e IL-6) inducidas por LPS (Checker et al., 2012); asi como
a la reduccion de ARNm de TNF-a y los niveles de COX-2, iNOS y NO (Zerin et al.,
2019).
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El B-sitosterol es otro compuesto al que se le ha demostrado actividad antiinflamatoria.
Con el modelo in vitro de inflamacion inducida por carragenina en ratones, se encontré
que este fitoesterol en dosis de 1 y 2 mg/kg, inhibid la actividad mieloperoxidasa y
adenosina desaminasa, enzimas implicadas en la inflamacién y los niveles de IL-1B y de
TNF-a (Liz et al., 2013). También se reportd que el tratamiento con B-sitosterol redujo la
expresion de mediadores inflamatorios inducida por LPS: interleucina-6 (IL-6), 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y ciclooxigenasa-
2. (COX-2). Respecto a la via de sefializacion, el tratamiento con este terpenoide puede
inhibir la activacion inducida por LPS de las vias p38, ERK y NF-kB (Sun, Gao, Hou &
Wu, 2020). Por otro lado, modelos in vivo mostraron que B-sitosterol (5, 10 y 20 mg/kg,
I.p.), asilado de Nyctanthes arbortristis, redujo de manera dosis dependiente, el edema
plantar inducido por carragenina y el efecto fue comparable al del farmaco de referencia
ibuprofeno (50 mg/kg, i.p.) (Nirmal et al., 2011). Otro estudio mas reciente, fue el
realizado por Paniagua-Pérez et al. (2017), en el cual, el B-sitosterol, presentd un
importante potencial antinflamatorio sobre el modelo de edema auricular inducido por
TPA, al inhibir en un 75% la inflamacion.

Respecto al carnosol, Arraz et al. (2014) informaron la actividad antiinflamatoria in vitro
de dos extractos de romero activando macréfagos THP-1 utilizando lipopolisacarido
humano ox-LDL. Los dos extractos presentaron alta actividad antiinflamatoria, pero el
extracto enriquecido con acido carndsico y carnosol (Extracto B) la present6 en mayor
medida. De hecho, la actividad antiinflamatoria de los estdndares de acido carndsico y
carnosol no fue tan intensa como la obtenida con el Extracto B. El Extracto B de romero
inhibid la secrecién de TNF-q, interleucina-1 g, IL-6 y también disminuy6 la secrecion de
IL-10, una citocina antiinflamatoria. En el estudio realizado por Maione et al. (2016),
determinaron de manera mas directa, el efecto antiinflamatorio del carnosol sobre la
hiperalgesia de ratdn inducida por carragenina, y reportaron que dicho metabolito inhibio
la via 5-lipooxigenasa y los derivados de ésta. Investigaciones mas recientes han
demostrado que el pretratamiento con carnosol, reduce la expresion genética de TNF-
a, IL-1B, IL-6 y COX-2 inducidos por LPS (Baradaran et al., 2022).
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Referente al estigmasterol, se ha sefialado que este terpenoide actia como agente
antiinflamatorio empleando modelos in vivo. En el estudio realizado por Ahmad et al.
(2020) se evaluo el efecto antiinflamatorio del estigmasterol en el tratamiento de artritis
reumatoide en ratas; los autores indicaron que el estigmasterol disminuyé el indice
artritico y el grosor de la almohadilla plantar, dos de los marcadores sintomaticos en la
artritis reumatoide. Esta respuesta antiinflamatoria la atribuyeron a la supresion de
citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-13, INOS y COX-2, asi como al aumento
en la expresion de citocinas antiinflamatorias (IL-10). En otro estudio, con el modelo de
edema plantar inducido por acido araquiddnico en ratones, también se evalué el efecto
antiinflamatorio del estigmasterol. Los autores reportaron que dicho fitosterol inhibié un

50% del edema, 1.5 h después de su aplicacion intraplantar (Morgan et al., 2021).

Hasta el momento de la revision, en la literatura no se encontraron estudios encaminados

a detectar terpenoides en extractos de L. edodes ni en especies del género Pleurotus.
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Figura 16. Cromatograma HPLC-Terpenoides en el Exto Hx de la cepa fungica hibrida PD4 x LCs.
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Figura 17. Cromatograma HPLC-Terpenoides en el Exto EtOH de la cepa fungica hibrida PD4 x LCa.
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Si bien la hibridacion ha permitido la mejora de aspectos comerciales en la produccién
de hongos, este estudio evidencio que la cepa hibrida PD4 x CL3 producida a partir de
Pleurotus djamor y Lentinula edodes, conservé las propiedades antiinflamatorias de las

parentales que le dieron origen.

Este es el primer reporte sobre la actividad antiinflamatoria in vivo de la cepa fungica
hibrida PD4 x LC3 y los resultados se suman a las escasas investigaciones que con cepas
hibridas se han realizado como la de Oropeza-Guerrero (2017) quien evalué la capacidad
antioxidante de cepas reconstituidas e hibridas a partir de cepas silvestres de P. djamor
var. djamor y P. djamor var. roseus; asi como la realizada por Valencia del Toro et al.
(2012), donde se estimd la actividad antibacteriana de cepas hibridas de Pleurotus spp.
En ambos estudios in vitro se registr6 una mejora de la actividad biologia en las cepas

hibridas respecto a sus parentales.

El modelo de edema auricular inducido con TPA empleado para la evaluaciéon de la
actividad antiinflamatoria in vivo de la cepa hibrida PD4 x LC3s esta relacionado con el
metabolismo del acido araquidénico. Se ha sefialado que el agente irritante TPA actla a
través de la proteincinasa C (PKC), enzima que sera activada por el diacilglicerol. En la
membrana celular el TPA puede actuar como sustituto del diacilglicerol, activando a la
PKC, con lo cual se desencadenan procesos como la liberacién del acido araquidénico y
de sus metabolitos, asi como la sintesis de moléculas proinflamatorias como IL-1ay TNF-
a (Calou et al., 2008; De Young, 1989; Patil et al., 2019).

En este estudio, a través del analisis por HPLC de los Exto Hx y EtOH de la cepa hibrida
PD4 x LCs, se identificaron compuestos bioactivos entre los que se encuentran acidos
fendlicos, flavonoides y terpenoides, que de acuerdo con la literatura algunos de ellos
son capaces inhibir la produccion de metabolitos del acido araquidonico como las
prostaglandinas, asi como la expresion de vias como la ciclooxigenasa y la 5-

lipooxigenasa (Diaz et al., 2000; Najid et al., 1992).

La presente investigacion puso de manifiesto que tanto la composicion como la cantidad
de cada uno de los metabolitos detectados en los extractos Hx y EtOH de la cepa hibrida
PDs4 x LCs; asi como su efecto sinérgico, influyen directamente sobre la actividad

antiinflamatoria de los mismos.
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Es importante hacer notar que con excepcion de alfa-amirina, terpenoide que sélo se
encontré en el Exto EtOH, en ambos extractos se detectaron los terpenoides acido
ursélico, &cido oleandlico y estigmasterol y que el contenido de éstos fue mayor en el
Exto Hx que en el Exto EtOH. Estos resultados ponen de manifiesto el papel que juega
la polaridad del disolvente para la extraccion en cantidad y calidad de los compuestos

presentes en una a muestra, que sin duda influyen en su actividad biolégica.

Evidencia de ello es el estudio de Elgorashi et al., 2008 quienes determinaron la actividad
antiinflamatoria in vitro de extractos de micelio de 20 basidiomicetos superiores entre los
gue se encontraban P. eryngii y P. salmoneostramineus. Los autores reportaron que los
extractos obtenidos con etanol al 70% (disolvente con alta polaridad) mostraron una
menor actividad inhibidora contra ambas enzimas ciclooxigenasa-1y -2. (COX-1y COX-

2) en comparacion con los extractos de acetato de etilo (medianamente polar).

Con base en lo anterior, se puede sugerir que la mayor cantidad de terpenoides del Exto
Hx en comparacion con el Exto EtOH, es responsable de la mayor reduccion del edema

producida con el Exto Hx.

A partir de este trabajo de investigacion se abren nuevas lineas de investigaciéon. Por un
lado, aquellas destinadas a evaluar las propiedades medicinales que presentan las
cepas fangicas hibridas; en este caso especifico, la actividad antiinflamatoria
aguda/crénica de los hibridos interespecie o intergénero tanto en modelos in vivo como
in vitro. Y por el otro, investigaciones tendientes a establecer los mecanismos
bioquimicos que subyacen a las actividades terapéuticas que exhiben los extractos o

compuestos aislados de las cepas fungicas hibridas.
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IX. CONCLUSIONES

La cepa fungica hibrida PD4 x LC3 conserva la actividad antiinflamatoria reportada

en la literatura para sus parentales Pleurotus djamor y Lentinula edodes.

Los extractos Hx y EtOH de PDa4 x LCs redujeron el edema auricular producido por
el TPA y fue la dosis més baja (125 pg/10 uL) del Exto Hx la que redujo 76% el
edema, valor mas cercano a la inhibicion producida por el farmaco de referencia
Indometacina (84.60%).

El andlisis por HPLC detect6 en el Exto Hx los &cidos fendlicos: acido vainillinico,
acido ferulico, acido galico; mientras que en el Exto EtOH solo se encontro el acido

B-resorcilico.

Los flavonoides en el Exto Hx fueron galangina, naringenina y floritzidina y en el

Exto EtOH quercetina, rutina, apigenina, floritzina y catequina.

Tanto en el Exto Hx como en el EtOH, estuvieron presentes cinco terpenoides:
acido oleandlico, acido ursdlico, B-sitosterol, estigmasterol y carnosol; con

excepcion de a-amirina, terpenoide que solo se encontrd en el Exto EtOH.

El efecto antiinflamatorio observado con la cepa hibrida PD4 x LC3 puede atribuirse
a la presencia de los diferentes constituyentes identificados por HPLC en sus

extractos.

Este es el primer estudio in vivo que evidenci6 el efecto antiinflamatorio de la cepa
fungica hibrida PD4 x LCs.
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